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DOI: https://doi.org/10.22263/2312-4156.2017.5.84АМИЛОИДНАЯ  И  ТАУ-ПАТОЛОГИЯ  МОЗГА  В  НЕЙРОНАХ  ГИППОКАМПА  ПРИ  АКТИВАЦИИ  ЭНТОРИНАЛЬНОЙ  КОРЫ  НА  МОДЕЛИ  БОЛЕЗНИ  АЛЬЦГЕЙМЕРА  И  В  УСЛОВИЯХ ПРОТЕКЦИИ  ГАЛАРМИНОМВАРДАНЯН А.В.1, КАРАПЕТЯН К.В.1, АЛИЕВА М.Б.21Институт физиологии им. Л.А. Орбели Национальной академии наук Республики Армения, г. Ереван, Республика Армения 2Западно-Казахстанский государственный медицинский университет им. Марата Оспанова, г. Актобе, Республика КазахстанВестник ВГМУ. – 2017. – Том 16, №5. – С. 84-89.AMYLOID AND TAU BRAIN PATHOLOGY IN HYPPOCAMPAL NEURONS ON THE ACTIVATION OF ENTORHINAL CORTEX ON THE MODEL OF ALZHEIMER’S DISEASE AND IN THE CONDITIONS OF PROTECTION WITH GALARMINVARDANYAN A.V.1, KARAPETYAN K.V.1, ALIEVA M.B.21L.A. Orbeli Institute of Physiology of the Armenian National Academy of Sciences, Erevan, Republic of Armenia2West Kazakhstan State Medical University named after Marat Ospanov, Aktobe, KazakhstanVestnik VGMU. 2017;16(5):84-89.Резюме. Проведен cравнительный  анализ импульсной активности одиночных нейронов гиппокампа при высокочастот-ной стимуляции энторинальной коры на модели болезни Альцгеймера (205 клеток, n=2) и в условиях протекци-ей галармином (73 клеток, n=2) на 12 неделе выдерживания животных. На экспериментальной модели болезни Альцгеймера и в сочетании с протекцией галармином спустя 12 недель отведение активности одиночных ней-ронов гиппокампа при высокочастотной стимуляции энторинальной коры и гиппокампа с оn-line селекцией и программным математическим анализом выявило формирование возбудительных и депрессорных ответов в виде тетанической депрессии и тетанической потенциации, комбинируемых в однонаправленные (ТД ПТД, ТП ПТП) и разнонаправленные (ТД ПТП, ТП ПТД) последовательности. Результаты исследований по применению обо-гащенных пролином пептидов позволяют считать галармин или PRP–1 иммуномодулятором-нейрогормоном и протектором широкого действия. Ключевые слова: болезнь Альцгеймера, энторинальная корa, галармин.Abstract.The research was conducted on the model of Alzheimer’s disease (AD) and in the conditions of protection with galarmin. The comparative analysis of the impulse activity of the single hippocampal neurons on high-frequency stimulation of the entorhinal cortex on the AD model (205 cells, n=2) and in the conditions with the galarmin protection (73 cells, n=2) on the 12th week of animals keeping was made. In the present experiments, on the AD model and in the combination with the galarmin protection after 12 weeks, the diversion of the activity of single hippocampal neurons on high-frequency stimulation of the entorhinal cortex and hippocampus on-line selection and program mathematical analysis revealed the formation of excitative and depressor responses in the form of TD and TP combined into one- (TD PDD, TP PTP) and multidirectional (TD PTP, TP PDD) sequence. The results of the studies on the use of proline enriched peptides allow us to consider galarmin or PRP-1 as an immunomodulator-neurohormone and a broad-spectrum protector. Key words: Alzheimer’s disease, entorhinal cortex, galarmin.
85
ВЕСТНИК ВИТЕБСКОГО ГОСУДАРСТВЕННОГО МЕДИЦИНСКОГО УНИВЕРСИТЕТА, 2017, ТОМ 16, №5Когортные исследования свидетельствуют о 10-15 новых случаях на тысячу человеко-лет для всех типов деменции и 5-8 случаях болезни Альцгеймера (БА), что составляет приблизитель-но половину от общего числа ежегодных диа-гнозов [1, 2]. Пожилой возраст является главным фактором риска заболевания: на каждые пять лет после 65-летия риск увеличивается примерно вдвое, вырастая от 3 случаев в 65 лет до 69 слу-чаев на тысячу человеко-лет к 95 годам [1, 2]. Со-гласно гипотезе «амилоидного каскада» в голов-ном мозге (в особенности в гиппокампе и коре мозга), ассоциированное со старением неравно-мерное распределение продуцирования и/или очистки бета-амилоидов (Aβ) приводит к посте-пенной аккумуляции и агрегации пептида, ини-циирующего нейродегенеративный каскад, кото-рый включает отложение амилоида, воспаление, повреждение и гибель нейронов [3]. В поддержку гипотезы «амилоидного каскада» исследования на животных моделях показали, что олигомер-ные и фибриллярные формы Aβ вызывают нару-шение длительной потенциации, синаптическую дисфункцию и ускоряют формирование нейро-фибриллярных нитей, что в конечном счете вы-зывает синаптическую недостаточность и гибель нейронов [4]. Aβ рассматривается как главный патогенный фактор БА. Однако, по мнению неко-торых авторов, эта гипотеза недостаточно полно объясняет патогенез БА [5], тем более, что боль-шинство клинических испытаний, нацеленных на снижение уровня Aβ, оказались неудачными. По-мимо того, Aβ вырабатываются в здоровом мозге в процессе нейрональной активности и необхо-димы для обеспечения синаптической пластич-ности и памяти. Авторы предлагают модель, ин-терпретирующую патогенез БА как альтерацию петли негативной обратной связи между Aβ и его физиологическими рецепторами. Согласно этим представлениям, когда Aβ не может осуществлять свою физиологическую функцию и обеспечение механизма негативной обратной связи, происхо-дит компенсаторное увеличение его выработки, избыточная аккумуляция и редукция функции aльфа-7-никотиновых ацетилхолиновых рецепто-ров (a7-nAchRs), что приводит к синаптической дисфункции и нарушениям памяти. Таким обра-зом неизбирательное действие Aβ не допускает ухудшение нейронального гомеостаза, а также нарушений памяти. Уточнение физиологической роли Aβ может оказаться чрезвычайно важным для понимания патогенеза БА [5]. Гипотеза «ами-
лоидного каскада» предполагает, что Aβ является первоначальным патологическим признаком при БА, ведущим к формированию экстраклеточных сенильных бляшек, тау-иммунореактивных ней-рофибриллярных клубков, нейрональным поте-рям и, в конечном счете, клинической деменции [6]. Тем не менее некоторые авторы критически анализируют роль амилоидного прекурсорного протеина (APP), сенильных бляшек и тау-имму-нореактивных нейрофибриллярных клубков и их отношение к развитию клинической деменции. Тем более, что лечение БА с позиций упомяну-той гипотезы оказалось неудачным. Предлагает-ся модификация этой гипотезы, которая может дать более полное объяснение патогенеза БА [6]. APP всесторонне изучался как прекурсор Aβ при БА. Однако существует мнение, что функция APP в норме до конца не ясна [7]. APP, вероятно, уча-ствует в развитии стволовых клеток, нейрональ-ном выживании и нейровосстановлении. Однако механизмы этого процесса не раскрыты. Имеется подтверждение того, что APP участвует как вну-три-, так и экстраклеточно в регуляции различных сигнальных трансдукционных механизмов [7]. Целью исследования явилось выявление микроэлектрофизиологических критериев нару-шения соотношения постстимульных возбуди-тельных и депрессорных проявлений синаптиче-ской активности в нейронах гиппокампа, а также в отделах мозга, ведающих кратковременной (первичной) и долговременной (вторичной, тре-тичной) памятью при высокочастотной стимуля-ции (ВЧС) энторинальной коры и гиппокампа на амилоидной модели БА (индуцированной интра-вентрикулярным введением токсического олиго-мера Aβ 25-35) на фоне воздействия галармина для оценкой его протекторной активности. Материал и методы Исследования проведены на 12 половозре-лых крысах-самцах Альбино, массой 200-250 г в 3 сериях экспериментов – на интактных живот-ных; на амилоидной модели БА, индуцированной билатеральным интрацеребральным введением Аβ 25-35; на фоне протекции галармином (обога-щенного пролином пептида – PRP-1), из расчета 10γ/100 г (со следующего дня 7 инъекций через день). До острого эксперимента крысы выдержи-вались 12 недель. После истечения указанного срока у животных с БА производили внеклеточ-ную регистрацию фоновой и вызванной спайко-
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VESTNIK VITEBSKOGO GOSUDARSTVENNOGO MEDITSINSKOGO UNIVERSITETA, 2017, VOL. 16, N5вой активности одиночных нейронов гиппокам-па при ВЧС энторинальной коры и зоны СА1 гиппокампа, соответственно. Предварительно животные обездвиживались 1% дитилином (25 мг/кг внутрибрюшинно) и переводились на ис-кусственное дыхание. Активность проявлялась в виде тетанической потенциации (ТП) и тетаниче-ской депрессии (ТД) с последующей посттетани-ческой потенциацией (ПТП) и депрессией (ПТД) различной латентности, выраженности и дли-тельности. Проводили программный математи-ческий анализ одиночной спайковой активности 366 нейронов гиппокампа (n=366). Постстимуль-ные проявления активности оценивали посред-ством оn-line регистрации и программного ма-тематического анализа, позволяющего селекцию спайков амплитудной дискриминации с выводом «растеров» перистимульного спайкинга нейро-нов, построением гистограмм суммы и диаграмм усредненной частоты спайков (разработчик В.С. Каменецкий). Кроме того, строили суммиро-ванные и усредненные перистимульные (РЕТН Average) гистограммы и гистограммы частоты (Frequency Average) с вычислением средней ча-стоты спайков. Далее производили многоуров-невую статистическую обработку в отдельности для пре- и постстимульного отрезков времени и периода ВЧС. Для сравниваемых групп спайкин-га нейрональной активности строили суммиро-ванные и усредненные перистимульные (РЕТН Average) гистограммы и гистограммы частоты (Frequency Average) с вычислением средней ча-стоты спайков.Результаты и обсуждение Проведен cравнительный анализ импульс-ной активности одиночных нейронов гиппокампа при ВЧС энторинальной коры на модели БА (205 клеток, n=2) и с протекцией галармином (73 кле-ток, n=2) на 12 неделе выдерживания животных. В нейронах гиппокампа на ВЧС энторинальной коры в депрессорной последовательности после 12 недель, по сравнению с престимульным уров-нем, выявлена 3.0-кратная ТД, в то время как в норме она достигала 7-кратных изменений. В де-прессорно-возбудительной последовательности имело место 7.0-кратное снижение престимуль-ной активности, в то время как в норме отмеча-лось 6.0-кратное (рис. 1 А, группы А-Г). В нейро-нах гиппокампа на ВЧС энторинальной коры на модели БА в условиях протекции галармином ТД 
в ТД ПТД исчислялась в пределах 2.35-кратного снижения, ниже нормы (7-кратное уменьшение), а ТД в ТД ПТП – 2-кратного снижения, что также ниже нормы (6-кратное снижение) (рис. 1Б, груп-пы А-Г).Постстимульные возбудительные эффекты изменялись следующим образом. На модели БА ТП в ТП ПТП достигала 8.5-кратного увеличе-ния, что намного выше нормы (4.5-кратное), а ТП с ПТД – 3.0-кратного увеличения, что ниже нор-мы (10-кратное) (рис. 1 В, группы А-Г). В нейро-нах гиппокампа при ВЧС энторинальной коры на модели БА в условиях протекции галармином ТП в ТП ПТП исчислялась в пределах лишь 1.5-крат-ного увеличения, что ниже нормы (4.5-кратное), а ТП в ТППТД увеличивалась 2.0-кратно, что зна-чительно ниже нормы (10-кратное увеличение) (рис. 1 Г, группы А-Г). Иными словами, на моде-ли БА без протекции лишь значения ТД в сочета-нии с ПТП и ТП в ТП ПТП превышали норму, а в остальных случаях не достигли ее. В условиях же протекции во всех случаях значения не дости-гали нормы, а ТП в ТП ПТД – даже 5-кратно. При сравнении модели БА с протекцией и без нее – превалирования значений в условиях протекции не наблюдалось, в особенности в отношении ТД ПТП и ТП ПТП (где различия были 4-кратными и 5.66 кратными соответственно). На модели БА в сочетании с протекцией галармином спустя 12 недель отведение активности одиночных нейро-нов гиппокампа при ВЧС энторинальной коры и гиппокампа с оn-line селекцией и программным математическим анализом выявило формирова-ние возбудительных и депрессорных ответов в виде ТД и ТП, комбинируемых в однонаправлен-ные (ТД ПТД, ТП ПТП) и разнонаправленные (ТД ПТП, ТП ПТД) последовательности. В нейронах гиппокампа при ВЧС энторинальной коры на мо-дели БА в контроле значения ТД и ТП превышали норму лишь в сочетании с ПТП. С использова-нием протекции их значения не достигали нормы во всех постстимульных последовательностях, а ТП в ТП ПТД отличались даже 5-кратно. В срав-нении с контролем также в условиях протекции не отмечалось превалирования значений (в осо-бенности – в отношении ТД ПТП и ТП ПТП, где различия были 4-кратными и 5.66-кратными, со-ответственно). На модели БА без протекции и в условиях протекции углубление ТД в гипоталамо-амигда-лярной проекции выше нормы, полагаемой в ка-честве протекторной (в особенности в депрессор-
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но-возбудительной последовательности), следует считать успешным в аспекте противодействия нейродегенерации, в том числе эксайтотоксич-ности. Указанные изменения в возбудительных постстимульных проявлениях активности, по-видимому, можно отнести к нейтрализации экс-айтотоксичности благодаря как компенсаторным возможностям мозга, так и эффективности под-державшей их терапии. Результаты исследований по применению обогащенных пролином пеп-тидов позволяют считать галармин или PRP-1 иммуномодулятором-нейрогормоном и протек- тором широкого действия [8-11]. Известно мор-фо-функциональное доказательство протектор-ного действия галармина на нейроны спинного мозга, подверженные острой и хронической не-специфической нейродегенерации центрального и периферического происхождения у крыс [12]. Протекторное действие галармина проявлялось уже ко 2-3 неделе после травматических по-вреждений. Данные получили морфологическое (иммуно- и гистохимическое) подтверждение: галармин противодействовал формированию рубца, способствовал сращению перерезанных Рисунок 1 – А-Г – усредненные перистимульные гистограммы (РЕТН Average) депрессорных (группы А, В), депрессорно-возбудительных (группы Б, Г), возбудительных (группа А, В) и возбудительно-депрессорных (группа Б, Г) постстимульных тетанических и посттетанических проявлений активности нейронов гиппокампа при ВЧС энторинальной коры на модели БА (А, В) и в условиях протекции галармином (Б, Г). 
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VESTNIK VITEBSKOGO GOSUDARSTVENNOGO MEDITSINSKOGO UNIVERSITETA, 2017, VOL. 16, N5нервных волокон, предотвращал дегенерацию нейронов и способствовал пролиферации глии [12]. Представляет интерес выраженное про-текторное воздействие галармина на модели бо-лезни Паркинсона, а также на моделях БА, но с вовлечением лишь гиппокампа [13, 14]. Насто-ящие исследования по применению Галармина на модели БА в широком спектре с вовлечением структур как кратковременной (гиппокамп), так и долговременной (амигдала и базальное ядро Мейнерта) памяти позволяют считать, что при своевременном и энергичном лечении значитель-ная часть клеточных морфо-функциональных из-менений может быть обратимой. Это позволяет считать возможным с завершением преклиниче-ских исследований по использованиию галарми-на предложить выдвижение использования его протекторных возможностей для клинической апробации.
ЗаключениеНа экспериментальной модели болезни Альцгеймера и в сочетании с протекцией галар-мином спустя 12 недель отведение активности одиночных нейронов гиппокампа при высокоча-стотной стимуляции энторинальной коры и гип-покампа с оn-line селекцией и программным ма-тематическим анализом выявило формирование возбудительных и депрессорных ответов в виде ТД и ТП, комбинируемых в однонаправленные (ТД ПТД, ТП ПТП) и разнонаправленные (ТД ПТП, ТП ПТД) последовательности. Результаты исследования подтверждают свойства галармина или PRP-1 как иммуномодулятора-нейрогормона и протектора широкого действия.
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